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Patentanspruche: 

1. Verfahren zur Erzeugung von biogenen Flockungsmitteln durch Kultivierung von Baktorien unter 
Verwendung von Biomassohydrolysat als eine NShrstoffquelle, dadurch gekennzeichnet, daS der 
neue Stamm Methylobacterium rhodesianum IMET1 1401 unter zumindestens Teilsubstitution des 
Wachstumssubstrates durch chemisch-thermisches Hydrolysat von Bakterienbiomasse kultiviert 
wird. 

2. Verfahren nach 1., gekennzeichnet durch, die Verwendung eines Biomassehydrolysates, welches 
beim pH-Wert > 8 und im Temperaturbereich von 80 bis 170°C gewonnen wurde. 

An wendungsgeblet der Erfindung 

Die Erfindung bezieht sich auf die Herstellung eines Bioflockungsmittels, welches z. B. zur Aufkonzentrierung von 
Sedimentstof fen und insbesondere Biomassen, vorzugsweise fOr die Abwassorreinigung, einsetzbar ist. 

Charakterislerung der bakannten technlschen Ldsungen 

Es sind verschiedene Verfahren bekennt, Rocku ngsmittel mikrobleller Herkunft zu gewinnen. Darartige Flockungsmittel warden 
fOr verschiedene Anwendungsbereiche vorgesehen, bei spiels weiae die Wessereufbereitung, den Einsatz fflr medizinische 
Zwecke, die Papierproduktion u. a. Oie verwendeten Mikroorgeniamen, Pilze und Bakterien weisen e(n groBes Spektrum 
hinsichtiich Ihrer taxonomischen Zugehdrigkeit auf, und die flockulativ wirkenden Verbindungen selbst sind entweder nicht 
nflher hinsichtiich ihrer Natur charakterisiart, odar warden als Proteine, Polysaccharide oder auch Fettsfluren angegeben. 
In den meistan bekannten Fallen 1st die Herstellung der Biof lockungsmittel mit erheblichen Problemen behaftet So ist der 
Kultiviorungsprozea meist mit geringen Raum-Zeit-Ausbeuten verbuntien, die erforderlichen Reinsubstrate fOr Wachstum und 
Produktbildung belasten die ProzeBokonomie maBgeblicb, und fur die Produktgewinnung sind aufwendtge 
Auf arbeltungsoperationen erforderlich. Bekannte Verfahren kommen f Qr eine technische Anwendung des Flockungsmittels, z. B. 
in der Abwasserreinigung, dashalb nicht in Betracht. 

Es ist ein Verfahren bekannt, in dem Bakterien der Art Acetobacter methanolicus kultiviert und die AusschQttung von 
flockungsaktiven Biopolymeren durch P-Umitation induziert wird. Mit diesem Verfahren kann ein Teil der beschriebenen 
Nachteile des Standes der Technik umgangen werden. Allerdings verlangen die produktbildenden Bakterien wihrend ihrer 
Kultivierung einen solchen pH-Bereich, was f Or eine spatere Verwendung des Bioflockungsmittels in der Abwasserreinigung 
nachteilig ist, wenn man nicht gereinigtes Produkt, sondern produkthaltige KulturflOssigkeit direkt etnsetzen will. Des weiteren 
ist die Verwendung von Methanol als Substrat fur die Kultivierung der beanspruchten Bakterien erforderlich, was die dkonomie 
stark belastet. Eine wenigstena teilweise Substitution des Substrates durch enzymatitch erzeugte Biomassehydrolysate, wie es 
in US 4.041 .182 fur die Kultivierung von Bakterienmischpopulationen beschrieben wurde, ist bei diesen Bakterien nicht moglich, 
weil sie auBer Glucose und Methanol keine weiteren C-Quellen verwerten, Letztlich ist auch die Produktivttat der Produktbildung 
fur eine industrielle Nutzung des Verfahrens noch nicht ausreichend hoch. 

Zlel der Erfindung 

Die Erfindung hat das Ziel, mikrobielles Flockungsmittel unter Nutzung eines billigen Substrates mit hoher Ausbeute 
herzustellen. 



Wesen der Erfindung 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zu Grunde, soiche Mikroorganismen fQr die Herstellung von extracel»ula>en Bioflockungsmitteln 
zur Verfugung zu stellen und einzusetzen, die unter Nutzung von Biomassehydrolysaten als eine Nfihrstoffquelle im 
Neutrelbereich kultiviert werden konnen. 

iK^ d li U ^ 9emfiG wM dlese Aur » abe dadurch geldst, indem der neue Bakterienstamm Methylobacterium rhodesianum 
imet 1 1401 unter zumindestens Teilsubstitution des Wachstumssubstrates durch chemisch-thermisches Hydrorysat von 
Baktenonbromasse kultiviert wird. 

Der neue Bataerienstamm wurde in der Kulturensammlung des Zentralinstitutes fur Mikrobiologie und experimented Therapie 
Jena der AdW der DDR hinierlegt Die Kuftivierungsbedingungen sind durch einen pH-Bereich von 6,5 bis 7,3 und einen 
Temperaturbereich von 25 bis 40'C, vorzugsweise 32°C, gekennzeichnet. Er weist folgende Charakteristika auf: 

Zellmorphologie 

gramnegative bis gramvarlable plumpe Stabchen (0,B-1 ,2 x 1,5-4,0um), beweglich, nicht sporenbildend, Zellen oft verzweigt 
und pleomorph, haufig Einschlusse von PHB enthaltend 

Kolonlemorphologle 

rosafarbene Kolonien: rund, glanzend, glattrandig, konvex, schmierige Konsistanz, Durchmesser < 0, max 1 mm (Standardagar 
mit Methanol); Peptonagar: orange-rote Kolonien 
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Phyalologlsche Merkmole 

Wachstum strong aerob Lipase — 

Oxidase + Lecithinase - 

Ketalase + Lysindekarb- 

NOj-Reduktion * + oxylase - 

Urease + Ornithin- 

Methylrot-Reaktion - dekarboxylase - 

Hj-Bildung - Arginin- 

Indolbildung - dihydrotase — 

Amylase -{+) Erfordernis an 

Gelatinase - Wachstumsfakt. 

Das Biomassehydrolysat kann dabel sowohl aus den verwendeten Bakterien selbst gewonnen warden wie auch aus anderen 
kommunalen oder industriellen Biomassen, soweit sle keine inhibltorischen Substanzen enthalten, die das Bakterienwachstum 
beeintrfichtigen. Vorzugsweise 1st die Verwendung von Belebtschlamm aus kommunalen oder Industriellen 
Abwasserreinigungsanlagen geeignet. Oas Biomassehydrolysat wird aus den genannten Bakterienmassen durch Behandlung 
bei pH-Wert > 8 Im Temperaturberelch von 80 bis 170°C gewonnen. Vorzugsweise kann eine Kurzzeiterhitzung be! 120°C und 
elnem pH-Wert von ca. 12 erfolgen. Die Hydrolysate enthalten in Abhfingigkeit vom Ausgangsmaterial niedere Amine, 
PeptidbruchstOcke, Mono- und Oligosaccharide einschlieBlfch Aminozucker sowie ein Gemisch unldslicher Zellbestandteile. 
Letztere kdnnen vorteilhafterweise vor Verwendung des Hydrolysates abgetrennt werden. Der Vorteil der thermisch-cgemischen 
gegenuber der enzymatischen Hydrolyse 1st darin zu sehen, daB die im Bioschlamm enthaltenen Schwermetalle unter diesen 
Reaktionsbedingungen ausgeffillt oder am Feststoff absorbiert werden und damit nach der Abtrennung der Feststoffe nicht mehr 
auf die Flockungsmittelbildner toxisch wirken konnen. Weiterhin 1st die vollstandige Sterilisierung des Bioschlammes und der 
gegenOber Enzymen und Puffersubstanzan billigere Einsatz von technischen Grundchemikalien ein erheblkher Vorteil des 
erfindungsgemSBen Verfahrens. 

Oas Bakterienhydrolysat kann das fQr den Bakterienstamm geeignete herkdmmliche Substret Methanol teilwelse oder auch 
vollig substhuieren, wobei ggf. ein BClanzausgleich des C/N-Verhfiltnisses erforder lich sein wird. Unter sons! unverdnderten 
optimalen Wachstumsbedingungen erfolgt die AusschOttung der Biopolymeren ohne die ublicherweise erforderliche Limitation 
eines NShrstoffanteils. Die extracellulfiren Biopolymeren sind wasserloslich. Sie liegen tailweise in aggregierter Form mit einem 
Knaueldurchmesser von > 0,4 um vor. Der Gehalt an Aminogruppen em KohlenhydratmolekOt schwankt zwischen 2 und 16%. 
Mit dam erfindungsgemSBen Verfahren kdnnen unter Nuttung eines billigen Sekundfirsubstrates Bioflockungsmittel im 
Neutralbereich hergestellt werden, die vorzugsweise in der Abwasserreinigung zum Einsatz gelangen kdnnen, wobei das 
anfallende Kulturmedium ohne weitere Aufarbeitungsschritte eingesetzt werden kann. Der Gehah an Bioflockungsmitteln kann 
bis zu 0,4g/g BM betrsgen und 1st demit deutlich hdher als fur bisher bekannte Verfahren. 

Aus dem Kulturmedium kann das Bioflockungsmittel auf herkdmmliche Weise,z. B. durch Ausffi Hung mit Isopropanol, Filtration 
und Trocknung, gewonnen werden. 

Die Erfmdung wird durch nachfolgende Beispiele naher erlfiutert. 

AusfOhrungsbelsplele 
Beisplell: 

Bakterien von Methylobacterium rhodesianum IMET 1 1401 werden bei 32*C und einem pH-Wert von 6,2 -6,8 diskontinuieriich 
fermentiert. Als Kohlenstoff- und Stickstoffquelle werden Bioschlammhydrolyset und Methanol verwendet. Das 
Bioschlammhydrorysat wird durch Kurzzeiterhitzung bei 1 50°C und einem pH-Wert von 1 2 aus Sekundar-OberechuBschlam m 
und anschliefiendem Abtrennen der Feststoffe gewonnen. Das Hydrolysat hat ein C: N-VerhS hnis von ca. 4,6: 1 . Da dieses 
Verhflltnis fur ein Wachstum der Mikroorganismen bzw. eine AusschOttung von Exopolysacchariden unzureichend 1st, mufi 
durch Zugabe von Methanol ausgeglichen werden (1 Tell Belebtschlamm hydrolysat - 0,14 Teile Methanol - 1 00 Vol.-%). 
Nach einer Zuchtungsdauer von 72 h werden die von den Mikroorganismen in das Prozeflwasser ausgeschiedenen 
Flockungsmittel 0 ber eine Membranzelte durch Ouerstrom-Mikrofi Itr ation abgetrennt. Die mikroorganismenhaltige Suspension 
wird dabei zwischen Fermentor und Membrenzelle im Kreislauf gefuhrt. Nachdem die Masse des Fermentorinhaltes um 33% 
gefallen ist, wird die Abfuhrung des Flockungsmhtels unterbrochen und mit einem Substratgemisch, bestehend aus Methanol 
und Hydrolysat, wieder aufgefullt. 

Die aliernierenden Prozesse Substratzufuhrung und Flockungsmittelentnahme kdnnen beliebig oft wiederholt werden. Das 
Flockungsmittel wird aus dem ProzeBwasser mit Hilfe von Iso-Propanol ausgefallt, abfiltriert und getrocknet. 
Die erreichten Konzentrationen an Rockungsmitteln betrugenca. 250 mg KH/I bzw. 120mg KH/g BTS. 
Belsplel2: 

Die Bakterienkultur IMET11401 wird kontinuierlich im Verweilzeitbereich.von 8 bis 10 Stunden fermentiert. Die anorganische 
Nfifcrlosung hat folgende Zusammensetzung : 

Verbindung Bedarf Element in mg/g BTS 

KCI 10 

H 3 PO 4 (80%) 20 

MgSO«x7H20 2,5 

CuS0 4 x5H 2 0 0,2 

FeS0 4 x7H a 0 0,337 

ZnC\ 3 0,154 

MnS0 4 0,464 

CoS0 4 x7H 2 0 0,0075 
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NiCI,x6H 2 0 

CrCI 3 x6H 2 0 

AI 2 <S0 4 b 

Ca{NO,),x4H a O 

HjB0 4 

Na 2 Mo0 4 x2H 2 0 



0,0228 

0,015 

0,015 

0,1499 

0,225 

0,0163 



Als C-Ouelle diente Methanol. Die Rest-P-Konzentration wird so gesteuert, dad sie alter nie; end limitiert bzw. im OberschuG 
vorliagt. Die Fermentstionssuspension wird im Aufienkreislauf uber eine Membran gepumpt, die das waBrige Medium mit dem 
Flockungunittel passieren UBt und die Biomasse zurQckhalt. Die Biomasse wird teilweise zuruckgeffihrt und teilweise 
cbgetrennt. 

Das Flockungsmittel wird durch Faitung, Filtration und Trocknung gewonnen. 

D»e errekhten Flockungsmittel konzentrationen lagen bei 650 mg KH/I bzw. 116,5mg KH/gBTS. 
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